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Riassunto 
 
Effetti dell’irraggiamento con luce visibile sulla velocità di consumo 
dell’O2 in microorganismi unicellulari e possibile coinvolgimento della 
citocromo c ossidasi 
 
Le indicazioni provenienti dagli studi sugli effetti biologici degli irraggiamenti con luce 
monocromatica rossa o nel vicino infrarosso (NIR) hanno suggerito che essi siano 
mediati da specifiche molecole fotoaccettrici, e il candidato più probabile è stato 
individuato nell’enzima mitocondriale citocromo c ossidasi, o complesso IV. La 
citocromo-c-ossidasi (CcOX), una emoproteina contenente 2  gruppi eme diversi, due 
centri rameici diversi, e siti di legame per Mg2+ e Ca2+, è un enzima che catalizza nella 
catena respiratoria il trasferimento degli elettroni all'ossigeno molecolare. Gli elettroni 
ceduti dal NADH e dal FADH2 sono coinvolti in una serie di meccanismi ossidoriduttivi 
che riducono l’ossigeno ad acqua e che favoriscono il pompaggio protonico attraverso 
la membrana interna mitocondriale consentendo, in questo modo, la sintesi di ATP. In 
un lavoro precedente svolto nell’Istituto di Biofisica è stato visto che l’irraggiamento 
con luce visibile della CcOX purificata da cuore di bue non induce nessuna variazione 
nel consumo d’ossigeno misurato con l’elettrodo di Clark. Mentre il medesimo 
irraggiamento su cellule di diversi taxa induce variazioni consistenti e dipendenti dalla 
porzione di spettro utilizzato. In questo lavoro di tesi, sulla base dei risultati sopra 
descritti, ci siamo proposti di svolgere ulteriori indagini per allargare la comprensione 
del fenomeno. Le misure su microrganismi eucarioti (Tetrahymena thermophila, 
Saccharomyces cerevisiae) dell’attività respiratoria cellulare durante l’irraggiamento 
con diverse lunghezze d’onda e differenti irradianze per ogni lunghezza d’onda, hanno 
permesso di individuare le bande dello spettro visibile più efficaci ad indurre un 
aumento della velocità di consumo d’ossigeno, misurata sempre con l’elettrodo di 
Clark. Inoltre, utilizzando colture in diverse fasi della curva di crescita, sono state 
costruite delle curve dose-effetto. L’analisi di queste curve ha permesso di individuare 
una diversa sensibilità di dette cellule all’irraggiamento. In particolare, per le cellule di 
T. thermophila nella prima fase logaritmica non è stata riscontrata nessuna risposta 
irraggiando con le diverse bande del visibile. Nelle cellule in fase stazionaria si ha una 
consistente variazione della velocità di consumo dell’ossigeno durante gli irraggiamenti 
con luce blu, mentre l’irraggiamento con luce arancio-rossa, pur producendo una 
variazione, è di minore efficacia rispetto la luce blu. In nessuna fase della curva di 
crescita è stata osservata una variazione a seguito di irraggiamento con le bande spettrali 
del verde, del rosso lontano o del vicino infrarosso. Il confronto tra i dati sin qui ottenuti 
e gli spettri d’assorbimento della CcOX, così come i risultati di misure preliminari 
effettuate utilizzando inibitori dello stesso enzima, inducono a ritenere che l’aumento 
misurato nel consumo d’ossigeno sia riconducibile all’attività di questo enzima. Altre 
misure di parametri biochimici (quali i livelli degli adenilati sotto irraggiamento) 
saranno effettuate per portare sostegno a questa interpretazione. 
Summary 
 
Effects of visible-light irradiation on the oxygen consumption rate in 
unicellular microorganisms and the possible involvment of cytochrome c 
oxidase. 
 
Evidence stemming from studies on the biological effects of irradiation with 
monochromatic red or near-infrared (NIR) light have suggested that they are mediated 
by specific photoacceptor molecules, the most probable candidate being the 
mitochondrial enzyme cytochrome c oxidase, or complex IV. Cytochrome c oxidase 
(CcOX), a hemoprotein containing 2 different heme groups, 2 different Cu centres, and 
binding sites for Mg2+ and Ca2+, is the terminal enzyme in the respiratory chain which 
catalyzes the transfer of electrons to molecular oxygen. The electrons donated by 
NADH and FADH2 are involved in a series of redox reactions that reduce oxygen to 
water and favour proton pumping across the inner mitochondrial membrane, thus 
driving ATP synthesis. 
In a preceding work carried out at the Istituto di Biofisica, CNR, Pisa (Italy), it has been 
shown that irradiating with visible light of purified CcOX from bovine heart does not 
induce any variation in the oxygen consumption rate measured with a Clark electrode. 
On the other hand, the same treatment on living cells from different taxa induces 
consistent variations which at dependent from the used spectral region. In this 
experimental thesis, starting from the above-mentioned results, it has been planned to 
carry out further investigations to get a deeper insight of this phenomenon. 
Measurements on eukaryotic microorganisms (Tetrahymena thermophila, 
Saccharomyces cerevisiae) of the cellular respiratory activity during irradiation with 
different wavelengths and different irradiances at each wavelength, allowed us to 
identify the visible spectrum bands which are most efficient in inducing an increase in 
the oxygen consumption rate, routinely measured with the Clark electrode. Moreover, 
by using cell samples from various growth phases of the cultures, dose-effect curves 
were obtained. The analysis of these curves allowed us to reveal a different sensitivity 
of these cells to the irradiation effect. In particular, on T. thermophila cells at the 
beginning of the logarithmic phase no response could be elicited by irradiation with any 
band in the visible region. On stationary phase cells there is a consistent increment in 
the oxygen consumption rate during irradiation with blue light, whereas irradiation with 
orange-red light, although eliciting an increase, is less efficient with respect to blue 
light. Using green, far-red or NIR light, non variation upon irradiation was observed at 
any growth stage. Comparing the data up to now obtained with the absorption spectra of 
CcOX, as well as preliminary measurements using inhibitors of the enzyme, strongly 
suggest that the measured increae in the oxygen consumption rate can be attributed to 
the photoacceptor activity of this enzyme. Further measurements on biochemical 
parameters (such as changes in adenylate levels during cell irradiation) will be carried 
out to support this interpretation. 
1. INTRODUZIONE 
 
1.1. Struttura e funzione della citocromo c ossidasi (CcOX) 
 
La citocromo c ossidasi (CcOX), o complesso IV della catena di trasporto degli 
elettroni, è un complesso enzimatico costituito da diversi componenti proteici immersi 
nella membrana mitocondriale interna (MIM) a cui sono associati gruppi prostetici con 
proprietà redox diverse (potenziali di riduzione in scala crescente). 
Il substrato della citocromo c ossidasi è la proteina periferica di membrana citocromo c, 
disposta sul lato esterno della MIM. Il citocromo c si lega alternativamente al 
componente citocromo c1 del complesso III (coenzima Q:citocromo c reduttasi) e alla 
citocromo c ossidasi fungendo da shuttle per gli elettroni tra i due complessi (Fig 1.1) 
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Figura 1.1. La catena di trasporto degli elettroni in uno schema che cerca di riunire gli 
elementi strutturali con la dinamica del trasferimento di elettroni e di protoni. 
Il processo di trasferimento degli elettroni avviene attraverso la cosiddetta catena di 
trasporto degli elettroni. Questi ultimi, ceduti dal NADH e dal FADH2, partecipano a 
meccanismi ossidoriduttivi sequenziali di vari centri, prima di ridurre l’ossigeno ad 
H2O. Durante questo processo, i protoni vengono espulsi dalla matrice mitocondriale 
verso lo spazio intermembrana. L’energia libera accumulata nel gradiente protonico che 
si viene a generare in questo modo guida poi la sintesi di ATP da ADP e Pi attraverso il 
processo che va sotto il nome di fosforilazione ossidativa. 
La citocromo c ossidasi di mammifero è una proteina transmembrana composta da 
tredici subunità proteiche con una massa di circa 200 kDa. 
Le subunità I e II, che hanno ruolo catalitico e contengono tutti i centri redox attivi 
(cromofori metallici), e la subunità III sono codificate dal genoma mitocondriale, 
mentre le restanti dieci sono codificate dal genoma nucleare e sono altrettanto 
importanti per la funzionalità dell’enzima. Le subunità I e II contengono due gruppi 
eme di tipo a (a e a3) e due centri con atomi di Cu (CuA e CuB) che alternativamente 
passano dallo stato di ossidazione +1 a +2.
 
Il sito bimetallico CuA, che riceve gli elettroni dal citocromo c, si trova al livello della 
subunità II, che protrude nello spazio mitocondriale intermembrana. 
Studi spettroscopici hanno dimostrato che ciascun CuA è legato alla subunità II 
mediante due residui di Cys e uno di His e la quarta coordinazione fa parte del sito di 
legame del citocromo c. La coppia metallica CuA accetta un elettrone dal citocromo c 
ridotto e, a sua volta, riduce rapidamente l’eme a, localizzato a 19 Å di distanza 
(distanza misurata tra gli atomi di CuA e l’atomo di Fe dell’eme a). 
Il Fe dell’eme a3 si trova a 14 Å di distanza dal Fe dell’eme a; questi due centri redox, 
entrambi immersi nella subunità I, si trovano più o meno alla stessa profondità nel 
doppio strato fosfolipidico (Fig 1.2). 
 Figura 1.2. Profilo strutturale della citocromo c ossidasi (Brunori et al, 2005). 
 
L’eme a è il secondo centro redox dell’enzima: è legato alla subunità I ed è immerso 
nella porzione intramembranale. Dall’eme a gli elettroni sono trasportati al sito attivo, 
eme a3 e CuB, dove si legano i ligandi gassosi O2, CO e NO. I due gruppi eme giacciono 
a livello dell’elica X della subunità I che espone due His (376 e 378) che legano i due 
metalli (Brunori et al, 1997) (Fig. 1.3). Il trasporto elettronico dall’eme a all’eme a3 è 
elettrogenico, essendo accoppiato alla captazione dei protoni dalla matrice 
mitocondriale. 
L’eme a3 e l’atomo CuB formano un complesso binucleare (un sito bimetallico) che 
comprende il sito di legame dell’O2 e degli altri ligandi gassosi CO e NO. 
L’eme a3 è coordinato con la His376 sul lato prossimale, mentre CuB è coordinato con 
tre His: 290, 291 e 240  
I ligandi gassosi che si legano alla forma completamente ridotta dell’enzima (O2 e CO) 
non sembrano indurre particolari cambiamenti conformazionali: CO si lega al Fe2+ 
dell’eme a3 in una configurazione tale da suggerire un’interazione molto debole con il 
CuB. 
 Figura 1.3. Posizione e struttura dei gruppi eme (Brunori et al, 2005) 
 
Questa bassa affinità fu osservata nell’enzima di cuore di bue, ma si è visto che in 
particolari microrganismi unicellulari (Thermus thermophilus) c’è un’alta affinità per 
CO, quasi di cento volte. A oggi questa variabilità di affinità è sconosciuta. 
La struttura dell’eme a3-CuB nel citocromo ba3 dei microrganismi sembra essere 
identica a quella del cuore di bue, l’unica differenza è la lunghezza di legame tra l’ His e 
il Fe dell’eme a3 (Brunori et al 2005) 
La citocromo c ossidasi appare essere una proteina piuttosto rigida, che mostra alcuni 
cambiamenti conformazionali dopo riduzione, ma non dopo il legame coi ligandi 
gassosi. 
La regione della proteina vicina al suo centro CuA contiene una cavità che forma 
probabilmente il sito di legame del citocromo c. Il sito d’interazione dell’enzima con il 
citocromo c contiene probabilmente molti residui da Asp e di Glu che riconoscono 
l’anello basico di residui di Lys sul bordo della fessura per l’eme nel citocromo c. 
Inoltre questi residui formano una corona che contiene al centro quattro catene laterali 
non cariche; queste catene costituiscono una regione idrofobica che consente il trasporto 
degli elettroni. 
Si ritiene che esista un solo legame produttivo del citocromo c dell’enzima, che 
coinvolge la superficie esterna delle subunità I e II; si ritiene inoltre che la subunità III 
abbia un qualche ruolo regolatorio (Brunori et al, 2005). 
La marcatura differenziale dei gruppi carbossilici della citocromo c ossidasi in presenza 
e in assenza del citocromo c ha dimostrato che questo protegge i residui invarianti 
Asp112, Glu114 e Glu198 della subunità II. Il Glu198 è localizzato tra due residui di 
Cys del centro CuA. Queste osservazioni confermano le prove spettroscopiche che 
ponevano il sito di legame del citocromo c sulla subunità II, in vicinanza del centro 
CuA. Gli elettroni entrano nell’enzima attraverso il centro binucleare CuA, passano poi 
all’eme a, e quest’ultimo fa da donatore di elettroni al centro binucleare eme a3-CuB, a 
livello del quale si lega l’O2 (Brunori et al, 1997). 
Il ruolo della citocromo c ossidasi è di catalizzare l’ossidazione, a cui prende parte un 
solo elettrone alla volta, di quattro molecole in sequenza di citocromo c ridotto, con la 
concomitante riduzione, con quattro elettroni, di una molecola di O2. 
L’eme a e i due atomi di Cu del centro CuA hanno potenziale redox inferiore (~0,24V) a 
quello del centro costituito dall’eme a3 e dall’atomo CuB (0,34V). Questi potenziali 
redox in scala permettono il trasporto degli elettroni attraverso i quattro cromofori 
metallici. 
Il trasporto elettronico tra CuA e eme a è molto rapido, mentre il trasferimento 
elettronico da quest’ultimo al centro eme a3-CuB ossidato sembra essere la tappa più 
lenta. Come abbiamo descritto, gli elettroni ceduti dal citocromo c seguono un ben 
preciso pathway di riduzione all’interno del complesso enzimatico: 
Citocromo c CuA eme a eme a3 CuB O2 (accettore finale) 
1.1.1. Stechiometria e stati redox nella reazione della citocromo c ossidasi 
 
4 cit c RED + 8H+(matrice) + O2  4 cit c OX + 2H20 + 4H+(spazio intermembrana) 
 
La riduzione dell’O2 a due molecole di H2O da parte della citocromo c ossidasi 
comincia con il legame dell’O2 nello stato dell’enzima in cui sono presenti il FeIIa3 ed il 
CuIB; mediante una ridistribuzione elettronica interna si forma l’addotto perossidico 
stabile Fe3+ -O-O-Cu2+ . 
La riduzione con un elettrone che arriva dal citocromo c, insieme all’acquisizione di un 
protone, converte questo addotto in una miscela di due intermedi Fe2+ OH…O-Cu2+ e 
Fe+4=O2- +  -HO…Cu2+. L’arrivo di un altro elettrone e di un altro protone forma 
Fe3+OH--  + --HO…Cu2+. L’aggiunta di due protoni consente la dissociazione dei prodotti 
(2 H2O). 
Infine altri due elettroni riducono sequenzialmente il centro a3-CuB  a Fe3+ + Cu+ e a 
Fe2+ + Cu+, riportando il complesso bimetallico al suo stato di ossidazione iniziale (Voet 
e Voet, 1990). 
Durante l’intero ciclo catalitico il complesso enzimatico trae 8 H+ dalla matrice 
mitocondriale: 4 H+ sono utilizzati nella formazione di H2O, mentre gli altri 4 H+ sono 
pompati verso il citoplasma e sono implicati nella formazione del gradiente protonico 
necessario alla sintesi di ATP da parte della F0F1-ATPasi. 
La reazione di legame dell’O2, e degli altri ligandi gassosi NO e CO, con il centro 
binucleare eme a3-CuB completamente ridotto è un processo molto rapido. 
Il pathway cinetico per il legame dei ligandi gassosi e la loro dissociazione dall’eme a3 
coinvolge interazioni transitorie a bassa affinità con il CuB ridotto, il quale si 
presuppone essere localizzato sul canale principale di entrata e uscita dei ligandi dal sito 
attivo dell’enzima. 
Sembra quindi che il CuB+ agisca da ingresso per i ligandi endogeni, ma la questione è 
ancora da definire (Brunori et al, 2005). 
Sembra essere confermato il fatto che CO e O2 si leghino all’enzima solo quando questo 
si trovi nella forma completamente ridotta, mentre il legame del NO avviene anche 
quando il centro binucleare è parzialmente ossidato. 
La lenta riduzione dell’eme a3, osservata nell’enzima completamente ossidato, potrebbe 
essere funzionalmente connessa con il trasferimento dei protoni (Brunori et al, 2005). 
 
1.2. La CcOX come possibile fotoaccettore di luce visibile o vicino-
infrarosso 
 
La citocromo c ossidasi è fonte di discussione per essere stata indicata come possibile 
fotoaccettore primario alla base del fenomeno di attivazione della proliferazione 
cellulare da parte dell’irraggiamento con luce monocromatica rossa o con vicino-
infrarosso (Karu, 1999).  
Sono stati proposti vari meccanismi per spiegare tale fenomeno. La fotoeccitazione 
sembra innescare nelle cellule irraggiate reazioni primarie, che avvengono da secondi a 
minuti dopo l’irraggiamento, e secondarie, che avvengono ore o addirittura giorni dopo 
l’irraggiamento. Si ritiene che possano avvenire cambiamenti di conformazione di 
componenti della catena respiratoria in seguito a fotoeccitazione del loro stato 
elettronico, formazione di ossigeno singoletto, aumento della produzione di anione 
superossido e del suo prodotto di dismutazione H2O2. Tali eventi condurrebbero ad 
un’alterazione di vari parametri biologici intracellulari quali pHi, ∆µH+, ∆Ψ, [Ca2+], 
[cAMP], [ATP] i quali a loro volta, attraverso l’attivazione di catene di amplificazione 
del segnale, potrebbero modulare numerose vie biochimiche culminanti nella sintesi di 
acidi nucleici e proteine e quindi nella attivazione della proliferazione cellulare (Karu, 
1999). 
Il fatto che la luce visibile o il vicino-infrarosso siano le bande più efficaci nell’indurre 
la biosintesi di DNA, RNA e proteine e la proliferazione cellulare è avvalorato da 
numerosi studi, tra cui quello di Koutnà et al (2003), in cui è riportato che 
l’irraggiamento con Laser a bassa intensità (LIL) stimola la proliferazione di cellule 
tumorali HeLa. In questo lavoro si descrive un significativo aumento dell’attività di 
proliferazione cellulare a 96 ore dall’irraggiamento con luce Laser, e, inoltre, 
l’irraggiamento in modo pulsante sembra essere più efficace rispetto all’irraggiamento 
continuo. 
I Laser a bassa intensità (LIL) non sono invasivi e hanno effetti stimolatori, 
antinfiammatori ed analgesici. L’attivazione della proliferazione cellulare in risposta 
all’irraggiamento con fonti di luce Laser a bassa intensità è un fenomeno interessante da 
un punto di vista biologico e può inoltre contribuire positivamente alla già discreta 
importanza applicativa di tali dispositivi in campo terapeutico. In medicina sportiva, in 
fisioterapia ed in odontoiatria, oltre ai Laser, vengono utilizzati anche LED. Nell’ambito 
della ricerca LED a diversa lunghezza d’onda e potenza, sono stati condotti usati in 
studi finanziati dalla NASA su cellule in coltura, su modelli di ratti ischemici o diabetici 
e su ferite acute e croniche in modelli umani. L’utilizzo della luce monocromatica rossa 
o del vicino infrarosso ha effetti benefici nella stimolazione della guarigione di ferite e 
lesioni diabetiche. L’efficacia terapeutica può essere giustificata considerando, tra 
l’altro, che l’irraggiamento con LED produce un aumento del 140-200% della crescita 
di fibroblasti, osteoblasti e miociti di topo e del 155-171% di cellule epiteliali umane 
(Whelan et al., 2001 e 2003, Eells et al., 2004). 
I possibili meccanismi alla base degli effetti fotobiologici sopra descritti possono essere 
spiegati formulando due ipotesi (Vladimirov et al., 2004): 
1) L’ipotesi dell’ossigeno di singoletto, già descritta precedentemente, per la quale 
molecole assorbenti la luce, come porfirine e flavoproteine, possono essere convertite in 
derivati che possiedono capacità fotosensibilizzanti a livello della catena respiratoria e 
sviluppare ossigeno di singoletto in risposta alla luce. L’ossigeno di singoletto potrebbe 
a sua volta stimolare processi biologici come la sintesi di RNA e DNA. A sostegno di 
questa ipotesi c’è il fatto che gli spettri di assorbimento e di azione delle cellule HeLa 
contengono picchi che possono essere ascritti a porfirine e flavine. 
2) L’ipotesi dell’azione fotodinamica della luce (laser, LED) nel visibile-vicino 
infrarosso (Karu, 1999) per la quale la luce influenzerebbe lo stato redox dei cromofori 
metallici (CuA, CuB, eme a(a3)) di cui è dotata la CcOX e, di conseguenza, la velocità di 
trasferimento degli elettroni della molecola. 
Entrambe queste ipotesi gettano lo sguardo sulla catena di trasporto degli elettroni e 
sulla citocromo c ossidasi. In particolare la seconda ipotesi è avvalorata da un discreto 
numero di dati sperimentali.   
Infatti analisi comparative degli spettri d’azione dei metalli di transizione e dei loro 
complessi da un lato, e delle biomolecole partecipanti alla regolazione del metabolismo 
cellulare dall’altro, suggeriscono che potrebbero essere implicati enzimi multinucleari 
contenenti Cu2+ che assorbono nelle bande 420-450 e 760-830 nm (Fig 1.4). 
 Figura 1.4. Spettro di azione generalizzato dell’incremento di proliferazione delle 
cellule HeLa (in ordinata l’effetto dell’irraggiamento normalizzato in curva, in 
ascissa la lunghezza d’onda in nm) – da Karu (1999). 
 
Queste analisi portano a pensare che le bande nello spettro d’azione siano relative alla 
citocromo c ossidasi (Karu 1999), viste le caratteristiche biofisiche della molecola e il 
suo spettro di assorbimento nel visibile e nel vicino-infrarosso. Nel visibile in 
particolare il profilo spettrale dell’enzima mostra un picco assai significativo nella 
regione del blu (banda di Soret) ed uno meno ampio nella regione del rosso (Fig 1.5). 
 
 Figura 1.5. Spettri di assorbimento nel visibile della CcOX. A) Forma completamente 
ossidata (a3+ - a33+). B) Forma completamente ridotta con ditionito di sodio (a2+ 
- a3
2+). C) Forma a valenza mista dell’enzima legato all’ossido nitrico (a3+ - 
a3
2+
 (NO)). D) Forma completamente ridotta dell’enzima legato all’ossido 
nitrico (a2+ - a32+ (NO)) (da Rousseau et al, 1988). 
 
Lo studio di cellule neuronali in coltura pre-trattate con tetrodotossina (TTX), un 
bloccante dei canali Na+ che causa anche una riduzione dei livelli di CcOX nei neuroni 
esaminati, ed irraggiate con luce visibile ha fornito risultati che vale la pena mettere in 
evidenza. Da tale studio risulta infatti che l’irraggiamento per 80 secondi al giorno per 
un periodo di cinque giorni con un dispositivo composto da una matrice di LED rossi 
(670 nm) con intensità di potenza di 50 mW/cm2, determina una reversibilità degli 
effetti della TTX, in quanto i livelli di CcOX tornano ad essere paragonabili a quelli dei 
controlli. Il fatto che l’applicazione della luce per soli 80 secondi al giorno sia in grado 
di attivare e mantenere livelli elevati della CcOX durante quel periodo, indica che 
l’enzima potrebbe essere l’attivatore primario di una cascata di eventi biochimici 
comprendenti l’immediata attivazione di geni precoci, l’attivazione di fattori di 
trascrizione, la sintesi di subunità proteiche e l’attivazione di altre vie metaboliche 
(Wong-Riley, 2001). 
Lo scopo degli studi sopra descritti è stato chiaramente quello di focalizzare l’attenzione 
sugli effetti postumi dell’irraggiamento luminoso, quindi sulla sintesi di molecole e 
sulla proliferazione cellulare indotte dalla luce. 
Meno recentemente alcuni ricercatori hanno condotto studi molto interessanti che vanno 
nella stessa direzione, indicando quindi la citocromo c ossidasi come possibile 
fotoaccettore della luce. L’irraggiamento di mitocondri isolati e funzionali con Laser 
He-Ne (potenza 15 mW e densità energetica complessiva di 5 J/cm2) induce attivazione 
della catena respiratoria e extra-sintesi di ATP (Passerella, 1984).  
Prendendo in esame parametri biochimici come la velocità di consumo di ossigeno e la 
sintesi di ATP, sono stati misurati, sempre in mitocondri isolati e funzionali, un 
aumento della sintesi di ATP (Vekshin, 1991) e un incremento della velocità di 
consumo di ossigeno (Kato, 1981) in risposta all’irraggiamento con luce monocromatica 
blu e/o rossa. Kato sostiene inoltre che la citocromo c ossidasi abbia bisogno di trovarsi 
nel suo ambiente biologico naturale per poter rispondere attivamente alla luce, in quanto 
l’irraggiamento della sola molecola purificata a parità di condizioni non dà alcun 
risultato significativo. 
Altro tema importante è quello dello studio dei vari inibitori della citocromo c ossidasi e 
di un loro possibile ruolo nella fotobiomodulazione dell’enzima.  
Il trattamento con luce LED a 670 nm e a 4 J/cm2 di energia luminosa è stato dimostrato 
essere protettivo contro il danno retinico dovuto ad intossicazione da metanolo. In 
particolare il metabolita tossico del metanolo, l’acido formico, agisce come inibitore 
della citocromo c ossidasi (Eells et al. 2002, Seme et al. 2001), quindi, di nuovo, questo 
enzima potrebbe essere cruciale anche in questo caso. 
Inoltre l’irraggiamento preventivo utilizzando un LED luminoso riduce la mortalità 
cellulare dovuta all’azione del cianuro di potassio (KCN). Lo ione cianuro (CN-) è un 
inibitore specifico della citocromo c ossidasi: compromette lo stato energetico delle 
cellule provocandone la morte ed ha quindi azione istotossica .  
A livello del Sistema Nervoso, il cianuro di potassio può produrre morte neuronale 
inducendo sia apoptosi che necrosi .(Li et al., 2002; Prabhakaran et al., 2004). 
L’intossicazione da cianuro produce principalmente apoptosi in neuroni corticali e 
necrosi nelle cellule mesencefaliche. Studi sui neuroni corticali indicano che il pre-
trattamento delle cellule con irraggiamento LED riduce significativamente la 
percentuale di cellule morte in seguito a trattamento con cianuro di potassio a differenti 
concentrazioni. 
Recentemente alcuni ricercatori hanno iniziato ad interessarsi all’ossido nitrico (NO) 
come possibile molecola implicata nella regolazione della respirazione cellulare agendo 
come inibitore reversibile della CcOX. Secondo questi ricercatori l’attività della 
citocromo c ossidasi in vitro e in vivo viene modulata dall’NO, il quale compete con 
l’O2 a livello del centro eme a3-CuB, sito attivo dell’enzima. Si ritiene in particolare che 
a livello del sito attivo l’inibizione da parte dell’NO dipenda dal legame col citocromo 
a3 e non col CuB. La competizione è dimostrata dal fatto che l’inibizione da NO risulta 
essere reversibile e avviene attraverso la sua dissociazione dal sito attivo dell’enzima, 
indipendentemente dalla presenza dell’O2 e senza alcuna reazione chimica (Brunori et 
al. 1997, Giuffré et al. 1996 e 2002, Sharpe et al. 1998). Partendo da questi risultati, 
sono stati condotti sulla CcOX purificata studi sul recupero da inibizione con NO della 
sua attività catalitica sia in assenza che in presenza di luce. In assenza di luce il recupero 
dell’attività avviene alla velocità di dissociazione dell’NO, mentre in presenza di luce il 
recupero è significativamente più rapido (Sarti et al., 2000). L’irraggiamento luminoso 
infatti determinerebbe la fotolisi dei complessi enzima – NO e quindi la riattivazione 
delle molecole e il ripristino della respirazione cellulare. Questi risultati, insieme a studi 
di irraggiamento Laser di mitocondri isolati, sono a sostegno di un possibile ruolo 
regolatorio della luce sull’attività respiratoria cellulare e inoltre gettano le basi sul 
possibile meccanismo molecolare che sta alla base di questo fenomeno fotobiologico.  
 
1.3. Scopo della tesi 
 
Molti studi sono stati effettuati sugli effetti a lungo termine dell’irraggiamento di cellule 
e tessuti di mammifero, e sono state analizzate le variazioni dell’attività biologica 
mitocondriale e cellulare e il possibile beneficio terapeutico. Alcuni ricercatori sono 
giunti alla conclusione che la citocromo c ossidasi, nella sua possibile veste di 
fotoaccettore, potrebbe avere un ruolo di primaria importanza nell’attivazione di questi 
fenomeni. 
L’attuale tesi sperimentale ha lo scopo di svolgere ulteriori indagini per la 
comprensione del fenomeno. Le misure dell’attività respiratoria cellulare effettuate 
durante l’irraggiamento con luce visibile con un elettrodo di Clark, hanno come modello 
cellulare principale il ciliato Tetrahymena thermophila. Durante le misure, effettuate in 
diverse fasi di crescita delle colture, la velocità di consumo dell’ossigeno era controllata 
in tempo reale e gli esperimenti potevano essere guidati in base a questo controllo. 
Parallelamente sono state fatte misure su Saccharomyces cerevisiae alle stesse 
condizioni e in questo modo si è potuto confrontare gli effetti dell’irraggiamento 
sull’attività enzimatica in un organismo appartenente a un taxon distante. 
2. MATERIALI E METODI 
 
 
2.1. Elettrodo di Clark 
 
 
L’elettrodo di Clark da noi utilizzato (Hansatech CB1-D) é composto da due camere 
cilindriche concentriche: quella interna è la camera di reazione propriamente detta, 
quella esterna creando un’intercapedine tra le due camere permette la termostatazione 
della camera di reazione tramite circolazione di acqua o altro liquido. La presenza nella 
camera esterna di quattro finestre in cui è possibile porre delle fibre ottiche permette di 
irraggiare il campione durante la misura. 
Sul disco che chiude la parte inferiore delle camere cilindriche sono posti gli elettrodi, 
un catodo di platino e da un anodo d’argento, in modo tale da essere in contatto con la 
soluzione da analizzare. 
Il ponte salino tra i due elettrodi è uno strato sottile di carta imbevuta di KCl a 
concentrazione pari al 50% della saturazione, mentre la separazione tra la soluzione di 
misura e gli elettrodi è garantita da una membrana sottile di teflon o politene. La 
distribuzione uniforme della concentrazione di ossigeno all’interno della camera di 
reazione lo strumento è permessa da un agitatore magnetico che agisce su un’ancorina 
posta nella camera stessa. 
L’ossigeno che diffonde attraverso la membrana di teflon è ridotto al catodo a perossido 
di idrogeno (H2O2) e a ioni ossidrili (OH-) secondo le seguenti reazioni: 
O2 + 2H2O + 2e− H2O2 + 2OH− 
H2O2 + 2e− 2OH− 
Contemporaneamente quattro elettroni vanno dall’anodo al catodo ossidando l’argento a 
cloruro di argento che si deposita sull’anodo: 
4Ag  4Ag+ + 4e− 
4Ag+ + 4Cl-  4AgCl 
La corrente che si genera, stechiometricamente correlata alla quantità di ossigeno 
consumata al catodo, è proporzionale alla concentrazione di ossigeno presente nella 
camera di reazione ed è convertita in voltaggio da un apposito strumento di controllo 
(Hansatech CB1-D). La differenza di potenziale così misurata ed espressa in mV è 
registrata da un computer dopo essere digitalizzata da un’apposita scheda AD/DA 
(Handy Serial Periphal ZE811, HPS ZE811, Zirelco, Svizzera). Un programma fatto in 
Istituto permette di controllare graficamente la misura in tempo reale 
 
2.1.1 Calibrazione dell’elettrodo di Clark 
Il contenuto in O2 dell’acqua deionizzata saturata con aria in funzione della temperatura 
è dato nella seguente tabella: 
 
T (°C) O2 (ppm) O2 (µmol/L) 
0 14,16 442 
5 12,37 386 
10 10,92 341 
15 9,76 305 
20 8,84 276 
25 8,11 253 
30 7,52 230 
35 7,02 219 
 
Una lettura ragionevole dell’elettrodo di Clark a concentrazione di ossigeno non satura 
sta tra 0,6 e 1,0 V. Se alla soluzione posta nella camera di reazione si aggiunge ditionito 
di sodio si misura un calo repentino del voltaggio dovuto alla reazione del ditionito con 
O2 secondo l’equazione:  
S2O42− + O2 + H2O  HSO4
−
+ HSO3
−
 
L’andamento della diminuzione di voltaggio si fa, poi via via più lento. Se il ditionito é 
aggiunto in eccesso la misura raggiunge una lettura stabile detta linea di anossia, che 
nelle nostre condizioni si aggirava tra 10 e 15 mV. Sulla base dei valori di solubilità 
dell’ossigeno alle varie temperature e delle nostre misure possiamo ricavare la 
corrispondenza tra lettura in mV e [O2]. A 950 mV corrisponde una concentrazione di 
ossigeno [O2] = 250 µM. Poiché i valori sono proporzionali e valgono anche per le 
variazioni, una differenza di 1 mV corrisponde ad una variazione di [O2] pari 0,26 µM, 
mentre una differenza di 3,8 mV equivale ad una variazione di [O2] pari a 1 µM. 
Questo permette di calcolare la velocità di reazione, cioè la variazione di O2 nel tempo: 
1-
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1
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2.2 Dispositivi di irraggiamento 
 
Per l’irraggiamento è stata usata una lampada ad arco a vapori di Xenon da 1 KW che 
emette dall’ultravioletto all’infrarosso (da circa 250 nm a 2500 nm) e che tra i 400 e i 
1000 nm ha un’emissione di intensità costante. 
Utilizzando due filtri dicroici posti in serie abbiamo diviso lo spettro emesso in tre 
distinte bande: la regione ultravioletta sino a circa 370 nm, la regione visibile sino a 700 
nm, e l’infrarosso da 700 nm in poi. La luce così separata è stata convogliata in una 
fibra ottica , indispensabile per l’irraggiamento diretto del campione all’interno 
dell’elettrodo. 
Appositi filtri ottici posti a monte della fibra ottica hanno permesso di selezionare la 
radiazione in varie bande piu strette e di modularne l’irradianza. 
In particolare per la regione visibile sono stati utilizzati vari filtri interferenziali: K1, 
K45, K50, K55 centrati rispettivamente a 420, 450, 500, 550 nm (Balzers). Inoltre sono 
stati usati Filtri passa alto, in particolare il filtro non interferenziale SCHOTT OG590 
(selettivo per la radiazione luce>590 nm). In Figura 2.1 è riportata una foto 
dell’apparato sperimentale nel suo insieme, cioè lampada, sistema di convogliamento 
della luce sulle fibre, elettrodo di Clark. 
 
Figura 2.1 Apparato sperimentale usato nelle misure di attività respiratoria di 
Tetrahymena.  
 
2.2.1 Misura della luce 
Abbiamo misurato l’irradianza emessa dalla lampada ad arco Xe (W/cm2/nm) nelle 
bande utilizzate nelle prove sperimentali con un Optical Multi-Array (OMA). Abbiamo 
utilizzato anche un radiometro per misurare più facilmente la luce visibile. La quantità 
di energia luminosa applicata sul campione (in Joule) è data dalla formula: 
E (J) = P (W)  t (s) 
 
Dove E espressa in Joule è l’energia, W (watt) è la potenza e s (secondi) il tempo. 
 
2.3 Inibitori della CcOX 
È stata utilizzata una sostanza a carattere inibitorio nei confronti della CcOX. 
La sodio azide (NaN3) preparata in stock a concentrazioni diverse (1-25-50-100-200-
500-1000) mM. Un’aliquota generalmente di 40 µL veniva prelevata da questi stock e 
immessa nell’elettrodo di Clark per valutare il grado di inibizione dell’enzima prima o 
durante l’irraggiamento con luce visibile. 
La sodio azide può essere definita come un inibitore competitivo dell’ossigeno 
molecolare, si lega a qualunque stato red-ox dell’enzima. 
Alla soluzione del saggio venivano aggiunte alcune unità di catalasi, in modo tale che la 
produzione di H2O2 non alterasse la misura. 
La catalasi è una proteina che contiene un gruppo eme e possiede un numero di turnover 
estremamente elevato; esso catalizza la reazione: 
2H2O2  2H2O + O2 
 
2.4. Preparazione dei campioni cellulari 
 
Come sistema modello per le misure in vivo abbiamo utilizzato cellule del ciliato 
Tetrahymena thermophila (Regno: Protisti, Phylum: Ciliophora, Subphylum: 
Intramacronucleata, Classe: Oligohymenophorea, Sottoclasse: Hymenostomatia, 
Genere: Tetrahymena, Specie: thermophila), particolarmente adatto perché può essere 
coltivato in condizioni axeniche. Alcune misure sono state effettuate anche con cellule 
del lievito Saccharomyces cerevisiae (Regno: Fungi Phylum: Ascomycota, 
Subphylum: Saccharomyceotina, Classe: Saccharomycetes, Ordine: 
Saccharomycetales, Genere: Saccharomyces, Specie: Cerevisiae) che può essere 
coltivato sia in condizioni aerobie che anaerobie. 
 
2.4.1 Coltivazione delle cellule di Tetrahymena thermophila 
 
Il terreno di coltura di T. thermophila da noi usato ha la seguente composizione: 2% 
proteose peptone, 0,2% estratto di lievito, 0,003% ferro-EDTA (detto “Sequestrene”) in 
H20 milliQ. 
Al terreno di coltura, dopo sterilizzazione in autoclave, si aggiungono 10 mL per litro di 
una soluzione antibiotico-antimicotico composta da penicillina-streptomicina (Pen-
Strep) e amfotericina B (Fungizone). 
Il mix antibiotico-antimicotico contiene una concentrazione di antibiotico dieci volte 
maggiore di quella dell’antimicotico. 
Il terreno di coltura così preparato viene mantenuto in camera fredda alla temperatura di 
4°C. 
Le colture sono mantenute alla temperatura di 25°C per ottimizzare lo scambio gassoso 
è stato usato un alto rapporto superficie di scambio/volume complessivo della coltura. 
Dato che il complesso Fe-EDTA avrebbe potuto creare artefatti durante le misure con 
l’elettrodo di Clark, sono state utilizzate colture con terreni privi di Fe-EDTA. 
Per questo motivo è stata attentamente monitorata la crescita delle cellule in presenza e 
in assenza di Fe-EDTA e si è visto che l’assenza di Fe-EDTA rallenta lievemente il 
tempo di divisione cellulare, senza alterare né la vitalità delle cellule, né la loro attività 
respiratoria. 
 2.4.2. Miscela di reazione per il saggio cellulare di Tetrahymena 
thermophila all’elettrodo  
La miscela di reazione per il saggio cellulare all’elettrodo di Clark è composto dalle 
seguenti soluzioni: tampone e mix riducenti. 
Il tampone di saggio è composto da: HEPES sodico 20 mM, KCl 50 mM, a pH 7,4; il 
mix riducenti è composto da ascorbato di potassio 0,5 mM e tetrametil-p-
fenilendiammina (TMPD) 5 mM, a pH 7,4. Il mix riducenti funziona come sistema 
redox, mantiene il citocromo c costantemente ridotto. 
Le sostanze descritte vengono dosate nelle seguenti proporzioni: 
1720 µL di tampone di saggio, 80 µL di mix riducenti, 200 µL di tampone contenente le 
cellule. Volume finale 2 mL. 
 
SEQUENZA DI 
AGGIUNTA 
SOSTANZA QUANTITA’ 
I TAMPONE 1720 µL 
II MIX-RID 80 µL 
III CELLULE 200 µL (3-4 milioni) 
 
Tabella 2.1 Miscela di reazione per il saggio cellulare di T. thermophila all’elettrodo 
2.4.3. Coltivazione delle cellule di Saccharomyces cerevisiae, miscela 
per saggio. 
 
Le cellule di lievito Saccharomyces cerevisiae, fornite dalla dottoressa Renata Del 
Carratore, sono state coltivate in media a 30°C con terreno standard composto da 
peptone ed estratto di lievito. 
Per la coltivazione in due condizioni aerobie il terreno era arricchito con 5% di 
glicerolo, mentre per la crescita SEMI-ANAEROBIA il terreno era arricchito con 2% di 
glucosio. 
Anche in questo caso 200 µL di tampone contenente cellule sono state aggiunte alla 
miscela di reazione composta dal tampone e mix riducenti (1720 µL e 80 µL), però il 
numero di cellule adatto alla misura era diverso, generalmente di un ordine di grandezza 
maggiore rispetto a Tetrahymena in lievito coltivato in aerobiosi (circa 30-40 milioni). 
Nel caso del lievito coltivato in condizioni di semi-anaerobiosi il numero di cellule 
adatto alla misura era di circa 100 milioni.  
SEQUENZA DI AGGIUNTA SOSTANZA QUANTITA’ 
I TAMPONE 1720 µL 
II MIX-RID 80 µL 
III 
CELLULE 
aerobiosi 
anaerobiosi 
200 µL 
30- 40 milioni di cellule 
≅ 100 milioni di cellule 
Tabella 2.2. Miscela di reazione per il saggio delle cellule di Saccharomyces cerevisiae
2.5. Procedura sperimentale 
Una volta che l’elettrodo a O2  è montato, viene inserito nell’apposito alloggio e 
vengono collegati allo strumento i tubi per la termostatazione a flusso d’acqua. In 
questo modo l’apparato strumentale è pronto. Poi la miscela (tampone e mix-riducenti) 
è immessa nella camera di reazione dell’elettrodo insieme all’ancorina magnetica. 
Contemporaneamente si dà l’avvio al programma di acquisizione dei dati e si inizia a 
registrare la cinetica. 
Dopo qualche decina di secondi si aggiunge il campione cellulare e continuando a 
registrare se ne valuta l’attività metabolica. Dopo un certo tempo, generalmente 100 s, 
si irraggia il campione aprendo l’otturatore a monte della fibra ottica posta nella finestra 
dell’elettrodo. Gli irraggiamenti effettuati hanno avuto durate variabili. 
 
2.6 Misure ossigrafiche di controllo per ATP su Tetrahymena 
thermophila 
 
Sono state fatte alcune prove di controllo della produzione di adenilati in relazione 
all’irradianza e alla lunghezza d’onda di irraggiamento.  
La procedura per la preparazione di questi campioni è la seguente: 
preparazione di due piccoli baker con 1,8 mL di soluzione tampone fisiologica e 200 µL 
di cellule, lo stesso volume delle misure effettuate in vivo con l’elettrodo di Clark, 
senza mix-rid. Uno dei due si terrà al buio, controllo, mentre l’altro verrà irraggiato con 
luce blu (filtro K1 al 100%) per 2 minuti; 
immediatamente dopo l’irraggiamento si trattano le cellule con 2 mL (1:1 rispetto alla 
soluzione di partenza) di acido perclorico (HClO4) al 12%; 
dopo dieci minuti si aggiunge 1 mL di carbonato di potassio (K2CO3) 2 M (1:2 rispetto 
al volume usato per l’acido perclorico), si riporta così il pH alla neutralità e si fa 
precipitare il perclorato di potassio; 
le due soluzioni (cellule irraggiate e non irraggiate) vengono centrifugate a 6000 × g per 
10 minuti a 0° C, si raccoglie il sopranatante che viene usato per le misure di HPLC. 
Nel caso che la misura cromatografica non possa essere effettuata subito il sovranatante 
viene conservato a -20°C. 
 
3. RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
 
3.1 Tetrahymena thermophila 
Tetrahymena thermophila (Fig. 3.1), che appartiene al phylum dei Ciliati, è organismo 
unicellulare con dimensioni medie di circa 50 µm in lunghezza e 20 µm in larghezza 
(Asai DJ et al. 2000).  
 
Figura 3.1 Fotografia SEM di Tetrahymena thermophila (Asai DJ et al. 2000). 
 
Come quasi tutti i ciliati anche Tetrahymena presenta dimorfismo nucleare avendo sia 
un micronucleo che contiene 5 paia di cromosomi, sia un macronucleo somatico 
contenente 200-300 macromolecole replicative. Altra caratteristica che T. thermophila 
condivide con ciliati di differente Genere è data dalla presenza del vacuolo contrattile, 
organulo fondamentale per l’osmoregolazione cellulare. Diversamente da altri ciliati 
Tetrahymena thermophila può crescere molto bene in coltura axenica, sia in terreni 
arricchiti con estratti di carne e di lievito, sia in terreni in cui la concentrazione di tutti i 
composti chimici è controllata. Questa sua caratteristica ne ha fatto una grande risorsa 
in molti ambiti di ricerca, quali l’ambito biochimico e quello genetico. Lo studio di T. 
thermophila ha permesso, ad esempio, di chiarire il ruolo dei telomeri e delle telomerasi 
nei processi di senescenza cellulare, e il ruolo dell’RNA interference come percorso 
nella formazione dell’eterocromatina (Mochizuki K, GorovoskY et al. 2002). 
Recentemente è stato completamente sequenziato il genoma macronucleare. 
La nostra scelta di questo ciliato come organismo modello per lo studio della velocità di 
consumo di ossigeno durante irraggiamento è stata indirizzata, oltre che dalle 
caratteristiche appena descritte, anche dal fatto che tali cellule sono: resistenti; crescono 
in numero particolarmente elevato, in fase stazionaria raggiungono una densità massima 
di circa un milione di cellule per millilitro; presentano un numero notevole di 
mitocondri per unità di superficie quindi una notevole attività respiratoria. 
 
3.2 Risultati sperimentali 
3.2.1. Misure preliminari per il saggio cellulare all’elettrodo di Clark, valutazione 
quantitativa dell’effetto della luce. 
Nella prima fase del lavoro sperimentale abbiamo variato il numero di cellule che 
venivano aggiunte nella soluzione tampone presente nella camera dell’elettrodo. Queste 
misure di consumo di ossigeno erano effettuate sia al buio sia in condizioni di 
irraggiamento. L’intento finale di queste misure era ottenere delle curve di taratura 
dell’elettrodo in funzione della concentrazione cellulare nella camera di reazione, e 
quindi avere delle indicazioni per le concentrazioni cellulari da usare per ottenere 
cinetiche lineari e di durata opportuna. Per la valutazione della linearità delle curve di 
velocità di consumo di O2 abbiamo effettuato dei fit di regressione lineare. 
Per le nostre esigenze sperimentali il numero adatto di cellule di T. thermophila è 
risultato essere di circa 3-4 milioni. 
Oltre alle curve di taratura dell’elettrodo abbiamo costruito delle curve di crescita dei 
nostri campioni cellulari per valutare quali fossero le condizioni ottimali di crescita 
delle colture che ci consentissero di poter misurare con buona accuratezza statististica 
l’attività respiratoria nelle varie fasi di crescita delle colture. 
Curva di crescita di colture di Tetrahymena thermophila
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Figura 3.2 Curva di crescita di colture di T. thermophila. 
 
Per avere una valutazione quantitativa dell’effetto dell’irraggiamento sul consumo 
cellulare di ossigeno abbiamo effettuato dei fit di regressione lineare sulla porzione di 
curva misurata prima dell’accensione della luce e sulla porzione di curva misurata dopo 
l’accensione della stessa. Successivamente abbiamo calcolato il rapporto, R, tra la 
velocità durante l’irraggiamento (Virr) e la velocità iniziale (Vi), respirazione cellulare 
in condizioni basali. 
 R è il parametro utilizzato per confrontare l’attività respiratoria cellulare nelle diverse 
condizioni sperimentali da noi usate. Esso è, ovviamente, pari a 1 nel caso in cui la luce 
non abbia alcun effetto, è maggiore di 1 se la luce induce un aumento nel consumo di 
O2., minore di 1 in caso contrario. 
3.2.2. Misure della velocità di consumo di O2 durante irraggiamento con luci di 
diversa lunghezza d’onda. 
Durante irraggiamento con luce Visibile (400-700 nm) era stato già misurato un 
aumento della velocità di consumo di O2 sia in campioni di T. thermophila, sia di 
cheratinociti umani immortalizzati. Noi abbiamo studiato questo effetto principalmente 
sulle cellule di T. thermophila cercando di capire da quali parametri fisici dipendesse e 
di chiarire quale fosse il ruolo della citocromo c ossidasi (CcOX). T. thermophila 
durante irraggiamento con luce di diversa lunghezza d’onda aumenta la velocità di 
consumo dell’ossigeno. L’entità di questo aumento è principalmente funzione delle 
diverse bande spettrali utilizzate come è evidente dall’analisi delle curve riportate in Fig 
3.3 e dai dati riportati in Tab. 1. Infatti, la comparazione degli indici R delle differenti 
curve con le irradianze misurate per le diverse bande spettrali indica che la banda di 
luce più efficace nell’indurre l’aumento di velocità è quella del blu, ottenuta con il filtro 
interferenziale K1 centrato a 420 nm. 
i
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Figura 3.3 Velocità di consumo di O2 misurata su cellule di T. thermophila durante 
l’irraggiamento con luci di differenti lunghezza d’onda. Le irradianze usate in questo 
esperimento sono (W m-2): luce bianca 3x103, luce blu 52, luce rossa 468, luce verde 
184. 
Tabella 1 Effetto dell’irraggiamento R a varie bande spettrali del Visibile. 
Filtro Irradianza W m-2 R Errore su R 
Visibile 3000 6.79 0.02 
K1 52 3.78 0.02 
OG590 468 2.04 0.01 
K50 184 2.32 0.01 
 
Queste prime indicazioni avendo altresì presente lo spettro di assorbimento della 
citocromo c ossidasi sia nella sua forma ridotta che in quella a valenza mista, 
suggerivano un possibile ruolo della CcOX nell’effetto misurato. 
Per ottenere ulteriori indicazioni abbiamo iniziato a misurare la velocità di consumo di 
O2 a varie irradianze delle diverse bande spettrali. Successivamente abbiamo focalizzato 
la nostra attenzione agli effetti della luce blu e di quella rossa che sono le due porzioni 
di spettro visibile in cui l’assorbimento della CcOX non solo è maggiore, ma è 
relativamente indipendente dallo stato redox dell’enzima. Per queste due bande spettrali 
abbiamo misurato le curve dose-effetto, riportate in Fig. 3.4. Queste curve sono state 
misurate utilizzando cellule di Tetrahymena provenienti da colture di 7 giorni che, nelle 
nostre condizoni sperimentali, corrispondono all’inizio della fase stazionaria. 
L’aumento di velocità del consumo di O2 ottenuto durante gli irraggiamenti con luce blu 
è notevolmente più alto del corrispondente aumento ottenuto con la luce rossa e questo 
dato, che è in accordo con il diverso assorbimento della CcOX in queste due bande 
spettrali, è un’altra indicazione del coinvolgimento di questo enzima mitocondriale 
nell’effetto misurato. 
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Figura 3.4 Curve dose-effetto ottenute con stimolazione con luce blu (in alto) e luce 
rossa (in basso) su cellule di Tetrahymena provenienti da colture nella parte 
iniziale della fase stazionaria, 7 giorni. 
 
 
  
3.2.3. Effetto dell’irraggiamento in funzione della fase di crescita della coltura. 
 
Effettuando misure a varie fasi di crescita della coltura ci siamo resi conto che, a parità 
di numero di cellule misurate, l’effetto dell’irraggiamento non era sempre della stessa 
entità. Abbiamo quindi studiato in dettaglio la variazione dell’aumento di velocità con 
l’età della coltura. In Fig. 3.5 sono mostrate le cinetiche durante irraggiamento con luce 
blu di cellule di Tetrahymena provenienti da colture all’inizio della fase logaritmica, 3 
giorni, e all’inizio della fase stazionaria, 7 giorni. L’entità dell’aumento di velocità 
dovuto all’irraggiamento è visibilmente diverso nelle due situazioni. E’ evidente, d’altra 
parte, una differenza anche nella velocità basale di consumo di O2, porzione iniziale 
delle curve precedente all’accensione della luce. Le cellule di 3 giorni mostrano una 
respirazione basale più elevata delle cellule di colture in fase stazionaria. Con il crescere 
dell’età della coltura la velocità basale diminuisce mentre la variazione di velocità 
indotta dalla luce aumenta. 
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Figura 3.5 Cinetiche di T. thermophila. Irraggiamenti a varie irradianze effettuati nelle 
diverse fasi di crescita della coltura. 
 
Un quadro riassuntivo dell’andamento dell’effetto dell’irraggiamento in funzione 
dell’irradianza della luce blu e rossa è riportato in Fig. 3.6, I punti sono medie di più 
misure effettuate a identiche fasi della coltura. 
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Figura 3.6 - Curve Dose-Effetto lungo le fasi di crescita della coltura 
 
In Tab. 3.2 sono riportati i valori relativi ai fit calcolati per le diverse curve. I ft calcolati 
con curva di tipo iperbolico hanno coefficenti significativi solo nel caso delle curve 
ricavate dalle misure effettuate con stimolazione blu a 7 e 5 giorni di età della coltura e 
con luce rossa a 7 giorni. 
Tabella 3.2 - Coefficenti relativi ai fit calcolati per le curve dose-effetto misurate alle 
diverse età della coltura. a=asintoto dell’iperbole, b=irradianza che induce il 50% 
della risposta.  
fase coltura 
(giorni) 
Luce Blu (K1) 
 a err_a b err_b R2 
7 2.847 0.99 37.33 33.4678 0.78 
5 1.7908 0.2678 23.1763 12.6449 0.99 
4 1.5365 0.4536 51.5021 79.4436 0.99 
3 1.2524 0.7278 29.3142 95.4437 0.69 
      
      
 Luce Rossa (OG590) 
 a err_a b err_b R2 
7 1.0419 1.2963 407.4883 1380.716 0.578528 
5 0.4585  185.2506  0.75229 
4      
3 38.6103 582.9781   0.015419 
 
 
Tutte le cinetiche misurate durante irraggiamento sono caratterizzate da un aumento 
immediato della velocità di consumo d’ossigeno all’accensione della luce e da una 
brusca riduzione della velocità allo spegnimento della stimolazione. La rapidità con cui 
l’aumento è attuato, meno di una decina di secondi, indica che il fotoaccettore che guida 
l’aumento di consumo di O2 è una molecola già presente all’interno della cellula che 
non deve, quindi, essere sintetizzata ex novo. Suggerisce, inoltre, che se la molecola 
direttamente coinvolta nel consumo di O2 non fosse il fotoaccettore, le reazioni 
successive all’assorbimento dei fotoni dovrebbero essere molto veloci. Il rapido ritorno 
alla velocità basale pochi secondi dopo lo spegnimento della luce indica che 
l’incremento di velocità è dovuto a un processo biochimico che deve essere 
continuamente stimolato dalla luce e non da reazioni che necessitano della luce solo per 
l’innesco. 
Le cinetiche mostrate in Fig. 3.7 indicano, inoltre, che il fotoaccettore non viene 
consumato durante il periodo di irraggiamento. Infatti, se così fosse la variazione di 
velocità dovuta alla seconda stimolazione luminosa dovrebbe essere minore rispetto alla 
prima, effetto che non abbiamo mai riscontrato in tutte le misure con stimolazione 
ripetuta che abbiamo effettuato. In tutte le nostre misure questa invarianza nell’entità 
dell’aumento di velocità è risultata essere indipendente sia dall’irradianza che dalla 
banda spettrale utilizzata.  
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Figura 3.7 Risposta delle cellule di Tetrahymena ad accensioni ripetute della luce 
 
3.2.4. Misure su effetto della sodio azide (N3Na). 
Nell’intento di chiarire il grado di coinvolgimento della CcOX nell’effetto misurato 
abbiamo effettuato misure con sodio azide (N3Na) che è descritto in letteratura come un 
inibitore abbastanza specifico della citocromo c ossidasi. Per i nostri esperimenti 
abbiamo utilizzato varie concentrazioni di sodio azide che è stata aggiunta sia durante 
l’irraggiamento sia in misure di controllo senza stimolazione luminosa. In tutti gli 
esperimenti con sodio azide abbiamo usato luce blu come stimolo luminoso e colture di 
Tetrahymena di 7 giorni, perché, come fin qui descritto, sono le condizioni in cui 
l’effetto studiato è maggiore. La sodio azide alle concentrazioni da noi usate inibisce 
l’attività respiratoria cellulare sia nel caso in cui le cellule non sono sottoposte a 
irraggiamento, sia quando questo è presente (Fig. 3.8). Il grado di inibizione è funzione 
della concentrazione di inibitore (Fig. 3.9), però, non è equivalente nei due casi, come si 
può vedere sia in Fig. 3.8 che in Tabella Xx. L’inibizione in presenza di luce è minore 
rispetto alle misure di controllo, in tabella essa è rappresentata dal rapporto  
irr
azd
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sulla base del quale abbiamo effettuato tutte le nostre analisi dei dati. 
Cinetica Tetrahymena (coltura: 7gg)
Inibizione con sodio azide 
Tempo (s)
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Te
n
sio
n
e 
al
l'e
le
ttr
o
do
 
(m
V
)
0
200
400
600
800
1000
1200
Buio + N3Na (10mM) 
K1 + N3Na (10mM) 
Buio + N3Na (0.2mM) 
K1 + N3Na (0.2mM) 
Luce ON (K1) a 110 s
Inibizione N3Na 560 mV
 
Figura 3.8 Confronto tra cinetiche di Tetrahymena ottenute con o senza stimolazione 
con luce blu  e in presenza dell’inibitore Sodio Azide a due diverse 
concentrazioni. 
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Figura 3.9 Cinetiche di attività respiratoria di cellule di Tetrahymena in presenza di 
Luce blu e di Sodio Azide a differenti concentrazioni. 
 
La minore entità di inibizione in presenza di luce sembrerebbe essere più consistente 
alle alte concentrazioni di N3Na, infatti i valori del rapporto Razd sono diversi a 10mM di 
sodio azide, al buio 0.35, con luce blu 0.52; mentre sono praticamente identici sino a 
concentrazioni di inibitore di circa 1 mM. In tutte le misure effettuate abbiamo tenuto 
conto della dimuzione della concentrazione di ossigeno durante la misura e della 
diversità di questa riduzione in condizioni di illuminazione rispetto alle condizioni di 
controllo. Per questa ragione tutte le aggiunte di azide nelle misure di controllo sono 
state effettuate allo stesso potenziale a cui venivano effettuate durante l’irraggiamento. 
L’inibizione seppur parziale che si ottiene con l’uso di sodio azide rafforza le 
indicazioni sin qui ottenute sul coinvolgimento della CcOX nell’effetto 
del’irraggiamento. 
Tabella 3.3 Vi, Virr, Vazd sono medie delle velocità di consumo di O2 calcolate su diverse 
misure effettuate su campioni sottoposti a sodio azide. Vi = velocità basale; Virr 
= velocità durante irraggiamento; Vazd = velocità dopo aggiunta di sodio azide 
 
 
[N3Na] 
mM 
Vi 
Err 
su Vi 
Virr 
Err 
su 
Virr 
Vazd 
Err 
su 
Vazd. 
R=Virr/Vi 
Err 
su R 
Vazd/Vi 
Err su 
Vazd /Vi 
Razd= 
Vazd/Virr 
Err su Razd 
K1 10 -2.13 0.39 -4.93 1.04 -2.53 0.35 2.38 0.39 1.22 0.32 0.52 0.35 
K1 4 -2.53 0.30 -4.57 0.37 -2.59 0.19 1.83 0.20 1.05 0.19 0.57 0.15 
K1 1 -2.33 0.56 -4.59 0.46 -2.81 0.23 2.09 0.34 1.27 0.32 0.61 0.18 
K1 0.5 -2.17 0.66 -4.16 0.26 -2.85 0.12 2.08 0.37 1.43 0.35 0.69 0.1 
K1 0.2 -2.46 0.51 -4.21 0.21 -2.86 0.05 1.81 0.26 1.22 0.22 0.68 0.07 
              
buio 0 -1.77 0.30 -1.77 0.33 -1.68 0.35 1.00 0.36 0.95 0.38 0.95 0.4 
buio 10 -2.61 0.31 -2.10 0.23 -0.74 0.29 0.81 0.23 0.28 0.51 0.35 0.5 
buio 1 -2.48 0.50 -1.90 0.43 -1.21 0.39 0.76 0.43 0.48 0.52 0.63 0.54 
buio 0.2 -2.44 0.57 -1.96 0.47 -1.36 0.52 0.80 0.48 0.54 0.61 0.67 0.62 
 
3.2 5 Misure di irraggiamento su Saccharomyces cerevisiae 
Sempre nella direzione ottenuta con le misure sul ciliato conducono le misure effettuate 
con il lievito S. cerevisiae, gentilmente fornitoci dalla Dr Renata del Carratore. 
Abbiamo irraggiato e misurato cellule provenienti da colture coltivate in condizioni 
aerobie e cellule coltivate in condizioni semi-anaerobie, che hanno la respirazione 
mitocondriale ridotta. I risultati di Fig. 3.10 mostrano che l’attività respiratoria basale 
del lievito coltivato in semi-anaerobiosi è molto ridotta e che l’irraggiamento non 
induce alcuna risposta cellulare. 
Irraggiando le cellule aerobiotiche con le due bande spettrali del blu e dell’arancio si 
hanno delle risposte simili a quelle ottenute con T. thermophila. Sebbene in S. 
cerevisiae abbiamo trovato una differente attività fotodinamica del blu rispetto 
all’arancio, la regione del blu è massimamente attiva, mentre quella dell’arancio è meno 
attiva che nella T. thermophila  
4.1 Conclusioni 
Tutte le misure da noi effettuate suggeriscono che la citocromo c ossidasi sia coinvolta 
nell’effetto di aumento della velocità di consumo dell’ossigeno.Il meccanismo che 
induce questo effetto è però ancora poco chiaro. 
 
  
 
S.cerevisiae cells (semi-anaerobiosis; log. phase)
Time (s)
0 100 200 300 400 500
E
le
c
tr
o
d
e
 v
o
lt
a
g
e
 (
m
V
)
0
200
400
600
800
1000
White light 100%
K1 100% 
100 millions cells
Light ON
Light OFF
Irradiation with K1 100% 
Virr/Vi = 0,97
S.cerevisiae cells (aerobiosi; fase log.) 
Time (s)
0 100 200 300 400 500 600 700
Te
n
sio
n
e 
al
l'E
le
ttr
o
do
 
(m
V
)
0
200
400
600
800
1000
K1 100% 
OG590 (>600 nm 100%)
Light ON
25 milioni cell.
 Riferimenti bibliografici 
Seme M. T., P. Summerfelt, J. Neitz, J. T. Eells, and M. M. Henry (2001). “Differential 
Recovery of Retinal Function after Mitochondrial Inhibition by Methanol Intoxication”. 
Investigative Ophthalmology & Visual Science, 42:834-841. 
Eells J. T., M. M. Henry, P. Summerfelt, M. T. T. Wong-Riley, E. V. Buchmann, M. 
Kane, N. T. Whelan, and H. T. Whelan (2003).“Therapeutic photobiomodulation for 
methanol-induced retinal toxicity” Proc Natl Acad Sci USA, 100:3439-44. 
Giuffrè A., M. C. Barone, M. Brunori, E. D’Itri, B. Ludwig, F. Malatesta, H.-W. 
Müller, and P. Sarti (2002). “Nitric Oxide Reacts with the Single-electron Reduced 
Active Site of Cytochrome c Oxidase”. J. Biol Chem. 277:22402–22406, 
Brunori M., A. Giuffrè, P. Sarti (2005) “Cytochrome c oxidase, ligands and electrons”. 
J Biol Chem 99:324–336. 
Giuffrè A., P. Sarti, E. D’Itri, G. Buse, T. Soulimane and M. Brunori (1996). “On the 
mechanism of inhibition of cytochrome c oxidase by nitric oxide”. J Biol Chem 
271:33404–33408.  
Brunori M., A. Giuffrè, E. D’Itri and P. Sarti (1997). “Internal electron transfer in Cu-
Heme oxidase”. J Biol Chem 272:19870–19874. 
Nicholls P. (1975). “Formate as an inhibitor of cytochrome c oxidase”. Biochem 
Biophys Res Commun 67: 610–616. 
Collins K., M. A. Gorovsky (2005).” Tetrahymena thermophila”. Curr Biol v. 15:R317-
8.. 
Asai DJ, Forney JD (Eds) (2000). Tetrahymena thermophila. Volume from the series 
Methods in Cell Biology. Academic Press. 
VOET D., VOET J.G. (1990), Biochimica, “Trasporto degli elettroni e fosforilazione 
ossidativa”, cap 20. Zanichelli, Bologna. 
WILSON K., J. WALKER (1995), Metodologia biochimica, “L’elettrodo ad ossigeno 
di Clark”, cap 11.6, pp 572–579 
Yu GL, Bradley JD, Attardi LD, Blackburn EH (1990). “In vivo alteration of telomere 
sequences and senescence caused by mutated Tetrahymena telomerase RNAs”. Nature. 
Mar 8; 344(6262):126-32 
Mochizuki K, Fine NA, Fujisawa T, Gorovsky MA (2002). “Analysis of a piwi-related 
gene implicates small RNAs in genome rearrangement in Tetrahymena”. Cell. Sep 20; 
110(6):689-99. 
Kato M., K: Shinzawa, S. Yoshikawa (1981) “Cytochrome oxidase is a possible 
photoreceptor in mitochondria” Photobiochemistry and Photobiophysics, 2:.263-269. 
Koutnà M., Janisch R., Veselskà R. (2003) “Effects of low-power lasr irradiation on cell 
proliferation” SCRIPTA MEDICA (BRNO) – 76(3): 163-172. 
H: L. Liang, H. T. Whelan, J. T. Eells, H. Meng, E. Buchmann, A. Learch-Gaggl, M. 
Wong-Riley (2006) “Photobiomodulation partially rescues visual cortical neurons from 
cyanide-induced apoptosis” Neuroscience 139: 639-649 
Tiina Karu (1999) “ Primary and secondary mechanism of action of visible to near-IR 
radiation on cells” J. Photochem. Photobiol. B: Biol. 49: 1-17 
Nikolai L. Vekshin (1991) “Light-dependent ATP synthesis in mitochondria” 25, No 4: 
603-611. 
Yu. A. Vladimirov, A. N. Osipov, G. I. Klebanov (2004) “ Photobiological Principles of 
Therapeutic Applications of Laser Radiation” Biochemistry (Moscow), 69, No. 1: 81-90. 
Li L, Prabhakaran K, Shou Y, Borowitz JL, Isom GE (2002). “Oxidative stress and 
cyclooxygenase-2 induction mediate cyanide-induced apoptosis of cortical cells”. 
Toxicol Appl Pharmacol 185: 55-63. 
Prabhakaran K., Li L, Borowitz JL, Isom GE (2004). “Caspase inhibition switches the 
mode of cell death induced by cyanide by enhancing reactive oxygen species generation 
and PARP-1 activation.”Toxicol Appl Pharmacol 195: 194-202 
Rousseau DL, Singh S, Ching YC, Sassaroli: M. Nitrosyl cytochrome c oxidase. 
Formation and properties of mixed valence enzyme. J Biol Chem. 1988 Apr 
25;263(12):5681-5 
Sharpe M. A. and C. E. Cooper (1998). “Interaction of Peroxynitrite with Mitochondrial 
Cytochrome Oxidase. Catalytic Production Of Nitric Oxide And Irreversible Inhibition 
of Enzyme Activity”. J. Biol. Chem:, 273:30961-30972.  
Whelan Harry T., M.D., Robert L. Smits, Ellen V. Buchman, B.S., Noel T. Whelan, 
B.S., Scott G. Turner, M.S., David A. Margolis, M.D., Vita Cevenini, Helen Stinson, 
B.S., Ron Ignatius, Todd Martin, B.S., Joan Cwiklinski, M.S., Alan F. Philippi, M.D., 
William R. Graf, Brian Hodgson, D.D.S., Lisa Gould, M.D., Mary Kane, B.S., Gina 
Chen, B.S., James Caviness, M.D. “Effect of NASA Light-Emitting Diode Irradiation 
on Wound Healing”(2001) 19, No 6:305-314. 
Wong-Riley MTT, Bai XT, Buchmann E, Whelan HT (2001) “Light emitting diode 
treatment reverses the effect of TTX on cytochrome oxidase in neurons” Neuroreport 
12:3033-3037. 
Wong-Riley MTT, Liang HL, Eells JT, Chance B, Henry MM, Buchmann E, Kane M, 
Whelan HT (2005) “ Photobiomodulation direcly benefits primary neurons functionally 
inactivated by toxins: Role of cytochrome c oxidase,” J Biol Chem 280:4761-4771. 
